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(54) Title: METHOD FOR PRODUCING ULTRA-PURE ALGINATES 



(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR GEWINNUNG HOCHGEREINIGTER ALGINATE 



(57) Abstract 

The present invention relates to a method for obtaining a 
composition of ultra-pure alginate, wherein said method comprises 
the following steps: extracting a material consisting of algae or 
raw alginate using a complexing agent in a solution; allowing the 
cellular constituents and the particles contained in the solution to 
settle; filtering the solution; precipitating the alginate contained 
in the solution and recovering the precipitated alginate. An 
alginate composition in the form of a mixed polymer consisting 
of mannuronic and guluronic acids has a ratio between the 
mannuronic acid and the guluronic acid of about 1 to 90 % and 
an average molecular weight of 1000 kD or above. 

(57) Zusammenfassung 

Ein Verfahren zur Gewinnung einer hochgereinigten Al- 
ginatzusammensetzung enthalt die Schritte: Extrahieren von Al- 
genmaterial oder Rohalginat mit einem Komplexbildner in einer 
Losung, Sedimentieren von Zellbestandteilen und Partikeln aus 
der Losung, Filtern der Losung, Ausfallen von Alginat aus der 
Losung und Sammeln des gefallten Alginats. Eine als Misch- 
polymer aus Mannuronsaure und Guluronsaure bestehende Algi- 
natzusammensetzung besitzt ein Verhaltnis von Mannuronsaure 
zu Guluronsaure im Bereich von 1 % bis 90 % und ein mittleres 
Molekulargewicht bis zu oder oberhalb von 1 .000 kD. 
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Verfahren zur Gewinnung hochgereinigter Alginate 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung hochgerei- 
nigter Alginate, insbesondere aus Braunalgen, und mit diesem 
Verfahren hergestellte Alginate mit einem hohen Polymerisa- 
tionsgrad sowie deren Verwendung. 

Alginate besitzen zahlreiche Anwendungen im Bereich der Le- 
bensmitteltechnik (z.B. Askar in "Alimenta", Bd. 21, 1982, S. 
165 ff.) und in der Textiltechnik, in zunehmendem Malie jedoch 
auch in der Pharmazie, Medizin, Biochemie und Biotechnologie . 
Die nach den bisher bekannten Verfahren aus Algenpf lanzen ge- 
wonnenen Alginate (Ubersicht beispielsweise in D.J. McHugh: 
"Production and Utilization of Products from Commercial Sea- 
weets" in "FAO Fisheries Technical Papers", Bd. 288, 1987, 
Chap. 2) sind durch Schwankungen der Zusammenset zung und der 
Struktur sowie durch Verunreinigungen gekennzeichnet . Dies 
ergibt sich daraus, daft das Rohalginat aus Biomasse extra- 
hiert wird, die aus Wildpopulat ionen gewonnen wird. Die ins- 
besondere in Kiis tengewassern wachsenden Algenpopulationen 
sind zahlreichen geographischen , saisonalen und stofflichen 
(Umweltverschmutzung) Einfliissen ausgesetzt. Hinzu kommt, daft 
bei der Ernte die Algen ggf . gemeinsam mit Fremds tof f en ein- 
gesammelt und zur Konservierung bzw. zur Entfarbung einer 
chemischen Behandlung (z.B. mit Formalin und/oder Hypochlo- 
rid) unterzogen werden. 

Die bis jetzt verfugbaren Rohalginate sind daher Mischpolyme- 
re variabler Struktur mit Verunreinigungen, zu denen insbe- 
sondere toxische Chemikalien zahlen konnen. Da in der Lebens- 
mittel- und Textiltechnik vorrangig Interesse an den gelbil- 
denden Eigenschaf ten der Alginate besteht, wurden Verfahren 
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zur Nachreinigung oder Reinigung der Rohalginate, wie sie im 
folgenden erlautert werden, erst fur die biologisch- 
medizinischen Anwendungen entwickelt . 

Verfahren zur Reinigung von Alginaten (wie sie z.B. von den 
Unternehmen Keltone LV oder Kelco Nutrasweet verfiigbar sind) 
werden beispielsweise in DE-OS 4 204 012, US-A 5 429 821 
(bzw. US-A 5 656 468) und in der Publikation von P. De Vos et 
al. in "Diabetologia" (Bd. 40, 1997, S. 262 ff.) beschrieben. 
Diese Verfahren besitzen generell die Nachteile eines hohen 
Energieauf wandes (Anwendungen einer Elektrophorese , Gefrier- 
trocknung oder Zentrif ugation, Erhitzung oder Kochen) , einer 
hohen Umwel tbelas tung (Verwendung von Sauren wie HC1, H2SO4, 
biologisch nicht-abbaubaren Losungsmitteln wie CHC1 3 oder 
Schwermetallionen wie beispielsweise Barium, Blei oder Kadmi- 
um) und einer Beschrankung des erzielbaren mittleren Moleku- 
largewichts des gereinigten Endmaterials . Weitere Nachteile 
der herkommlichen Verfahren ergeben sich im einzelnen aus den 
folgenden Erlauterungen : 



Bei dem aus DE-OS 42 04 012 bekannten Verfahren wird eine 
Rohalginatlosung einer Behandlung mit einem Komplexbildner , 
einer Saureextraktion bei hohen Temperaturen (rund 70 °C), 
einer Waschung, einer Behandlung mit konzentr iertem Alkohol 

(rund 80 %) und einer weiteren Behandlung mit einem Komplex- 
bildner ausgesetzt. Anschlieftend folgt ein Dialysevorgang und 
eine Gef riertrocknung (oder Elektrophorese oder Zentrif ugati- 
on) zur Gewinnung des gereinigten Alginats. Dieses Verfahren 
ist wegen des hohen Energieauf wands , der groflen Anzahl von 
Verf ahrensschritten, dem Einsatz von toxischen Materialien 

(z.B. Barium als Komplexbildner) und der Beschrankung auf 
Alginate (< 500 kD) nachteilig. Ein besonderes Problem ist 
jedoch, daft der Reinigungsef f ekt dieses Verfahrens nur be- 
schrankt ist. 
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In DE-OS 42 04 012 werden die gereinigten Alginate zwar als 
mitogenf reie Substanzen benannt, dies jedoch lediglich unter 
der Annahme einer Mitogenf reiheit , falls in vorbestimmten 
Tierversuchen keine Entzundungsreaktionen beobachtet werden, 
sowie einer Unbedenklichkeit weiterer Komponenten, die im 
hochgereinigen Alginat verblieben. Es hat sich jedoch ge- 
zeigt, daft die am Ende der 80er Jahre entwickelten und in DE- 
OS 42 04 012 implementierten Tierversuche nicht geeignet 
sind, eine Mitogenf reiheit nachzuweisen, die den Anforderun- 
gen der modernen biomedizinischen Anwendungen, z.B. der Im- 
plantationstechnik, erfiillt. So wurden die Tierversuche beim 
herkommlichen Reinigungsverf ahren mit sogenannten Lewis- 
Ratten durchgef lihrt . Inzwischen konnte jedoch durch G. Klock 
et al. in " Biomaterials " (Bd. 18, 1997, S. 707ff) und durch 
P. Grohn (Dissertation Universitat Wiirzburg, 1998) nachgewie- 
sen werden, daft die Lewis-Ratten eine relativ geringe Emp- 
findlichkeit gegeniiber mitogenen Substanzen besitzen. Implan- 
tierte Alginat-Kapseln, die bei Lewis-Ratten nach drei Wochen 
keine Entzundungsreaktionen auslosten, fiihrten beispielsweise 
bei sogenannten BB-OK-Ratten ("Bio Breeding / Ottawa Karls- 
burg") zu Entzundungsreaktionen. Daraus ergibt sich, dafi die 
aus DE-OS 42 04 012 bekannten mitogenf reien Substanzen tat- 
sachlich nicht als hochgereinigt betrachtet werden konnen und 
wegen verminderter Biokompat ibilitat bei biomedizinischen An- 
wendungen nur beschrankt einsetzbar sind. 



Bei dem aus US-A 5,429,821 bzw. US-A 5,656,468 bekannten Rei- 
nigungsverf ahren wird ebenfalls eine Saurefallung durchge- 
f uhrt . Es sind wiederum Hochtemperaturverf ahrensschritte und 
zur endgultigen Alginatgewinnung eine Zent rif ugat ion, Elek- 
trophorese oder Gef riertrocknung er f orderlich . Die nach die- 
sem Verfahren gewonnenen Alginate sind auf Molekulargewichte 
unterhalb 200 kD beschrankt. Es folgt eine Trocknung bei 
80°C, bei der im Mischpolymer Trocknungsartef akte durch 
Struktur- oder Stof f umset zungen entstehen konnen. 
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Ein besonderes Problem stellt die Beschrankung auf relativ 
geringe Molekulargewichte dar. So ist beispielsweise aus 
"Immobilized Enzymes" von J. Chibata (A Halsted Press Book, 
John Wiley & Sons, 1978) bekannt, daft die Bio-Toxizitat von 
Materialien mit der Zunahme des Molekulargewichts abniramt. 

Schlieftlich ist auch das oben genannte Verfahren nach P. de 
Vos et al . durch zahlreiche Verfahrensschritte, einschlieft- 
lich einer Sauref allung, dem Einsatz toxischer Chemikalien 
(Chloroform) , die Verwendung hochkonzentrierten Ethanols 
(rund 70%) und die Anwendung einer Zentrifugation, Elektro- 
phorese oder Gef riertrocknung gekennzeichnet . 

Ein weiterer Nachteil samtlicher Reinigungsver f ahren besteht 
in deren Beschrankung auf die Reinigung kommerziell verfiigba- 
rer Rohalginate. Die Verfahren sind nicht auf Frischmaterial 
oder geerntete Biomasse anwendbar. Aufierdem sind die Verfah- 
ren aufgrund der umstandlichen Verf ahrensf lihrung, des Ener- 
gieaufwands und dem Einsatz toxischer Chemikalien fur eine 
grolitechnische Anwendung nicht praktikabel. 

Die Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren zur Gewinnung 
hochgereinigter Alginate anzugeben, mit dem die Nachteile 
her kommlicher Reinigungsver f ahren vermieden werden und die 
Herstellung eines hochgereinigten Alginats, insbesondere in 
groBtechnischem Mafistab, ermoglicht wird. Die Aufgabe der Er- 
findung ist es auch, ein neuartiges Alginat, insbesondere mit 
einem gegenuber den herkommlichen Alginaten erhohten Moleku- 
largewicht, bzw. einer erhohten Viskositat, anzugeben. 

Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren bzw. eine Alginatzu- 
sammensetzung mit den Merkmalen gemaft den Patentanspriichen 1 
bzw. 16 gelost. Vorteilhafte Ausf uhrungsf ormen und Verwendun- 
gen der Erfindung ergeben sich aus den abhangigen Anspriichen . 
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Unter einem hochgereinigten Alginat wird hier eine reprodu- 
zierbar herstellbare Alginat zusammenset zung verstanden, die 
vorbestimmte Molekulargewicht- und/oder Viskositat sparameter 
besitzt und eine hohe Sterilitat, Reinheit und Biokompatibi- 
litat aufweist. Letzteres Merkmal bezieht sich beispielsweise 
darauf, daft mit erfindungsgemaB hochgereinigten Alginaten in 
autoimmundiabetischen BB/OK-Ratten auch nach mehrwochiger Im- 
plantation keine oder eine vernachlassigbar geringe Fremdkor- 
perreaktion ausgelost wird. 



Im Unterschied zu den her kommlichen Reinigungs ver f ahren, die 
samtlich an kommer ziell verfiigbare Rohalginate angepaftt sind f 
die jedoch Verschnitte oder Mischungen aus verschiedenen Al- 
genmaterialien unter Einschluft von tierischen oder anderen 
Fremdmaterialien darstellen und somit grundsat zlich nicht 
hochgereinigtes Alginat ergeben konnen, wird erfindungsgemaB 
eine Alginathers tellung oder -gewinnung angegeben, die vor- 
zugsweise von sauberem Algenf rischmaterial oder getrocknetem 
Algenmaterial als Ausgangsstof f ausgeht. Es ist insbesondere 
vorgesehen, dafJ zunachst das Algenmaterial in Gegenwart von 
Komplexbildnern behandelt wird, worauf mit einem Bindemittel 
in Form eines Granulats oder einem vergleichbaren porosen Ma- 
terial Zellbestandteile und Partikel sedimentiert werden. 
Nach einer Filtration erfolgt ein Fa 1 lungs schritt f vorzugs- 
weise unter gleichzeitigem Einblasen eines Tragergases , unter 
dessen Wirkung das ausgefallte Alginat auf der Losung auf- 
schwimmt . Dieses Aufschaumen (Floatieren) ist nicht zwingend 
erf orderlich . Ausgefalltes Alginat kann auch anderweitig aus 
der Losung getrennt werden (z.B. durch einen Dekantiervor- 
gang) . Das derart gewonnene Alginat kann von der Losungsober- 
flache abgenommen oder als Ruckstand nach dem Dekantieren 
aufgenommen und an Luft oder mit einer Filterpresse entwass- 
sert werden. Je nach Anwendungsf all wird dieser Reinigungs- 
vorgang bzw. Teilschritte dieses Reinigungsvorgangs einmalig 
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oder mehrmals durchgef iihrt . Nach der letzten Reinigung er- 

folgt ein abschliefiendes Waschen und Lufttrocknen. 

Diese Verfahrensweise besitzt die folgenden Vorteile. Bei der 
Alginatgewinnung wird vollstandig auf toxische Chemikalien 
und Hochtemperaturbedingungen verzichtet . Die einzelnen Ver- 
f ahrensschritte basieren auf an sich bekannten und einfach 
beherrschbaren Techniken, deren erfindungsgemaiie Kombination 
besonders vorteilhaft in Bezug auf die Verfahrenskosten, den 
Materialauf wand und die Prozeftgeschwindigkeit ist. Es wird 
erstmalig im Gegensatz zu alien her kommlichen Reinigungs ver- 
suchen eine Biokompatibilitat des gewonnenen Alginatmaterials 
erreicht, so da!3 sich dessen Anwendungsgebiet erheblich, ins- 
besondere in der Biologie und Medizin, erweitert. Das erfin- 
dungsgemafl hergestellte, biokompatible Produkt basiert aus- 
schliefilich auf Alginat . Das Alginat ist frei von Zusatzstof- 
fen, wie z. B. Immunsuppressiva oder immunstimulierenden Sub- 
stanzen oder Phenolen oder Phenol-ahnlichen Verbindungen, und 
kann in diesem Zustand unmittelbar angewendet werden. 

Die Verf ahrensschritte konnen ohne Probleme in verhaltnisma- 
frig kleinem Maftstab, z.B. am Ort der Algenernte, oder auch 
groft technisch durchgef iihrt werden. Durch gezielte Steuerung 
der Fallungsreaktion werden Verunreinigungen durch Fucoidan 
ausgeschlossen, so dafl sich die Reinheit des gewonnenen Algi- 
nats im Vergleich mit her kommlichen Alginaten verbessert. 

Die unmittelbare Verarbeitung von Algenmaterial besitzt eine 
Reihe von Vorteilen. Erstens werden Nachteile bei der her- 
kommlichen Algenernte, die sich durch Zersetzung und Verrot- 
tung am Ernteort und die konservierende Chemikalienbehandlung 
ergeben, vollstandig vermeidbar . Zweitens lassen sich die ge- 
ernteten Algen nach Organen oder Gewebeabschnitten trennen, 
bevor die Alginatgewinnung durchgefuhrt wird. Da sich die 
verschiedenen Algengewebe durch verschiedene Verhaltnisse der 
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monomeren Mannuronsaure und Guluronsaure unterscheiden, kon- 
nen gezielt hochgereinigte Alginate mit einer bestimmten Man- 
nuron-Guluron-Zusammensetzung hergestellt werden . Entspre- 
chendes gilt fur die Wahl bestimmter Gewebeteile zur Erzie- 
lung eines bestimmten Molekulargewichts . Es lassen sich er- 
f indungsgemafte Alginat zusammenset zungen mit einem Molekular- 
gewicht von mehr als 1.000 kD gewinnen. Schlieftlich kommt das 
erf indungsgemafte Verfahren ohne aufwendige Zentr if ugations- 
schritte aus, wodurch die praktische Implementierung weiter 
vereinfacht wird. Die gezielte Gewinnung ver schiedener Sorten 
hochreinen Alginats (z.B. guluronat- bzw. mannuronatreiches 
Alginat) laftt sich auch durch gezielte Gewinnung aus bestimm- 
ten Algenspezies {Laminarales , Ectocarpales , Fucales und an- 
deren Alginat enhaltenden Algenspezies) realisieren, die sich 
durch die chemische Struktur des jeweiligen Alginats unter- 
scheiden. Bei der organspezif ischen Selektion werden hinge- 
gen Phylloide, Cauloide und Rhizoide der Algen getrennt und 
separat verarbeitet. Diese Dif f erenzierung kann weiter ver- 
feinert werden, in dem einzelne Gewebe der verschiedenen Or- 
gane getrennt und das Alginat aus diesen Geweben separat ge- 
wonnen wird. 

Die Erfindung ist insbesondere zur Alginatgewinnung aus fri- 
schem oder getrockneten Algenmaterial (insbesondere Braunal- 
gen) angepaftt. Es ist jedoch auch moglich, mit dem erfin- 
dungsgemaft Verfahren kommerziell verfugbare Rohalginate zu 
reinigen oder das erf indungsgemaft Verfahren mit bestimmten 
Wasch- oder Trennschritten (z.B. Zentrif ugation ) zu kombinie- 
ren, die aus den herkommlichen Reinigungsverf ahren bekannt 
sind . 

Vorteile der Erfindung ergeben sich auch daraus, daft das 
hochreine Alginat unmittelbar aus den Algenpf lanzen unter 
Kontrolle samtlicher Prozeft schritte gewonnen wird. Es werden 
toxische Chemikalien (insbesondere Losungsmittel) vermieden, 



WO 00/09566 PCT/EP99/05867 

o 

so daft ein Einsatz fur pharmazeutische Zwecke ohne weiteres 
moglich ist. Das Aufschaumen des ausgefallten Alginats stellt 
ein besonders einfaches und energiearmes Abtrennverf ahren 
dar . 

GemaB einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfindung werden 
die folgenden Ver f ahrensschritte zunachst an Algenf rischmate- 
rial oder getrocknetem Material durchgefuhrt und anschliefiend 
an hochgereinigtem Alginat teilweise wiederholt, das beim er- 
sten oder fruheren Ver f ahrensablauf en gewonnen wurde . Das Al- 
genmaterial bzw. kommerzielle Alginat wird im folgenden als 
Ausgangsmaterial bezeichnet . 

Erf indungsgemafi wird das Ausgangsmaterial zunachst in Gegen- 
wart von Komplexbildnern, ggf. in einer Sodalosung (siehe un- 
ten, Beispiel 1), extrahiert. Anschliefiend werden in der L6- 
sung vorhandene Zellbes tandteile und Partikel durch Zugabe 
eines Granulats und falls erforderlich durch Zugabe von Io- 
nenaustauschern (wie z.B. Amberlit) zur Sedimentation ge- 
bracht und die Losung anschliefiend gefiltert. Die Sedimenta- 
tion kann alternativ unter Verwendung von Elektrographit 
(z.B. in Kugelchen-Form) vorgenommen werden. Dabei wird Elek- 
trographit in die Losung eingeruhrt und durch einen StromfluB 
zwischen zwei in die Losung eingehangten Elektroden aufgela- 
den. Die geladenen Elektrographitkugelchen zeigen eine Akku- 
mulation von Verunreinigungen, die hier die betreffenden 
Zellbestandteile und Fremdpartikel umfassen. Die Sedimenta- 
tion wird vorzugsweise bei der Reinigung kommer zielen Al- 
ginatmaterials eingesetzt, kann aber anwendungsabhangig auch 
ganz wegf alien (siehe unten, Beispiel 2) . Der Filterschri tt 
kann eine mehrfache Filterung mit schrittweise sich verrin- 
gernder Porengrofle z.B. von 15 pm bis 0.1 jam umfassen. Aus 
der gefilterten Losung wird das Alginat durch ein geeignetes 
Fallungsmittel ausgefallt. Die Fallung wird vorzugsweise mit 
einem Alkohol (z.B. Ethanol) durchgefuhrt. Es kann aber auch 
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eine Saure oder ein anderes geeignetes Fallungsmittel verwen- 
det werden. Die Alkoholkonzentration wird im Bereich zwischen 
10% bis 50%, vorzugsweise im Bereich von 30% bis rd. 50% ge- 
wahlt. In diesem Konzent rationsbereich bleiben Verunreinigun- 
gen durch iramunologisch aktive Polysaccharide wie z.B. Fucoi- 
dan in der Losung und konnen somit vom Alginat getrennt wer- 
den. Falls hohere Alkoholkonzentrationen wie z.B. beim Ver- 
fahren nach De Vos et al . verwendet werden, so konnen diese 
unerwiinschten Polysaccharide nicht abgetrennt werden. Wahrend 
der Ausfallung erfolgt vorzugsweise eine Durchstrbmung der 
Losung mit einem Treibgas (z.B. Luft). Das ausgefallte Algi- 
nat wird durch die eingeblasene Luft nach oben aufgetrieben 
und kann von der Losungsober f lache leicht mit einer geeigne- 
ten Einrichtung (z.B. Netz, Sieb oder dergl.) von der Losung 
abgetrennt werden. Anschliefiend wird das gesammelte Alginat 
mit einer Filterpresse entwassert. 

Die genannten Verf ahrensschrit te werden anwendungsabhangig 
ganz, teilweise oder in teilweise modif izierter Form 
wiederholt . Nach dem letzten Verf ahrensablauf wird das hoch- 
gereinigte Alginat in Ethanol und ggf . anschliefiend in Wasser 
gewaschen und bei Raumtemperatur luf tgetrocknet . 

Das gereinigte Alginat besitzt in Abhangigkeit vom Ausgangs- 
material ein Verhaltnis der Monomeren Mannuronsaure und Gulu- 
ronsaure im Bereich von 0.1-9 ( entsprechend 1% bis 90% Man- 
nuronsaure) und ein mittleres Molekulargewicht von ca. 10 kD 
bis mehr als 1000 kD. Derart gereinigtes, bei einer autoim- 
mundiabetischen BB/OK Ratte implantiertes Alginat lost nach 
einer Implantationszeit von 3 Wochen keine oder nur eine sehr 
schwache Fremdkorperreaktion aus, wie im einzelnen unten er- 
lautert wird. 

Das beschriebene Verfahren zur Alginatgewinnung kann in Bezug 
auf das Fallungsmittel, die Wahl des Sedimentationsmittels , 
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die Wahl des inerten Treibgases, das Fallungsverf ahren 
und/oder das Vorgehen beim Einsammeln des ausgefallten Algi- 
nats modifiziert werden. Anstelle des zur Sedimentation ein- 
gesetzten Kieselgur kann auch jedes andere absorbierende Ma- 
terial wie Elektrographite, Granulate, Cellulose, porose Re- 
cycling-Materialien in Pulver- oder Partikelf orm verwendet 
werden. Es ist auch moglich, zur Sedimentation ein mit einem 
absorbierenden Material beschichtetes Ruhrwerkzeug zu verwen- 
den . 

Gegenstand der Erfindung ist auch ein hochgereinigtes Algi- 
nat, das als Mischpolymer aus Mannuronsaure und Guluronsaure 
in einem Verhaltnis im Bereich von 1% bis 90%, insbesondere 
rd. 70%, besteht, wobei das mittlere Molekulargewicht grower 
als 1000 kD, mindestens jedoch grower als 250 kD, ist. 



Erf indungsgemafte Alginate zeichnen sich aufgrund ihrer extre- 
men Reinheit und aufgrund der schonenden Extraktion beim er- 
findungsgemalien Verfahren durch charakteristische Stoffeigen- 
schaften aus, die bei herkommlichen Alginaten nicht gegeben 
sind. Diese Stof f eigenschaf ten umfassen sowohl charakteristi- 
sche Parameter, die als Eigenschaf ten des Alginats direkt 
mefibar sind (z.B. Viskositat), als auch Parameter, die als 
Eigenschaf ten der erfindungsgemaB entfernten Verunreinigun- 
gen, deren vollstandiges Fehlen oder vernachlassigbar gerin- 
ges Auftreten auf die hohe Reinheit des erf indungsgemaflen Al- 
ginats hinweisen (z.B. Fluoreszenzeigenschaf ten von Verunrei- 
nigungen, Auslosung immunologischer Reaktionen bei Tierver- 
suchen und in Zellkulturen etc.) 



Ein erf indungsgemafies Alginat zeichnet sich durch eine hohe 
Viskositat aus. Eine wassrige Losung eines erfindungsgemaBen 
Alginats mit einer 0.1-%igen Konzentration besitzt eine Vis- 
kositat im Bereich von 10 bis 15 mPa s. Dies stellt einen er- 
heblich hoheren Wert gegenuber der Viskositat her kommlicher 
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Alginatlosungen gleicher Konzentration (rd. 1 bis 5 mPa s) 
dar. Bei 0.5%igen Losungen erfindungsgemalier Alginate ergibt 
sich eine Viskositat von 280 mPa s. Die Viskositat der Algi- 
natlosungen werden mit einem Kugelrollviskosimeter (Typ: AMV- 
200, Anton Paar KG, Graz, Osterreich) bestimmt. Aus den Vis- 
kositatswerten wird mittels der Verfahren nach Huggins 
("J. Am. Chem. Soc", Bd. 64, 1942, S. 2716 ff.) und Kramer 
("Ind. Eng. Chem.", Bd. 30, 1938, S. 1200 ff.) das Molekular- 
gewicht bestimmt. Es ergeben sich bei den erfindungsgemafien 
Alginaten mittlere Molekulargewichte grower als 250 kD. 



Erfindungsgemalie Alginate sind frei von Phenolen und 
phenolahnlichen Verbindungen, insbesondere von Polyphenolen, 
die sich aus Phloroglucinol zusammensetzen, und Phenol- 
Protein-Verbindungen. Bei einer Anregungswellenlange von 
366 nm besitzen erf indungsgemafte Alginate, abgesehen von ei- 
ner Losungsmittelf luoreszenz (Raman-Bande des Wassers) bei 
418 nm im Spektralbereich von 380 bis 550 nm keine Fluores- 
zenzemissionen . Die Phenol- und Polyphenol-Freiheit erf in- 
dungsgemafter Alginate ergibt sich auch aus Farbtests unter 
Verwendung der Folin-Denis-Reaganz oder mit Dimethoxybenzal- 
dehyd (DMBA) . Erf indungsgemaBe Alginate besitzen bei diesen 
Farbtests, abgesehen von der Losungsmittelabsorption, keine 
Extinktion . 



Erf indungsgemafte Alginate sind praktisch frei von Substanzen 
(z.B. Proteinen) , die bei einer Wellenlange von 350 nm absor- 
bieren. Die Proteinf reiheit zeigt sich wiederum bei einer 
Fluoreszenzmessung mit einer Anregungswellenlange von 270 nm, 
die, abgesehen von der Losungsmittelf luores zenz , im Spektral- 
bereich von 300 bis 500 nm keine Fluoreszenzemission ergibt. 
Die Proteinf reiheit er f indungsgemafier Alginate wird auch mit 
dem photometrischen Proteinnachweis nach Bradford ("Anal. 
Biochem.", Bd. 72, 1976, S. 248 f f . ) gezeigt. 
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Erf indungsgemalie Alginate sind auch Endotoxin-f rei . Endoto- 
xine sind Verunreinigungen, die bei einer Implantation einer 
Immunreaktionreaktion des Empfangers auslosen konnen, welche 
aus den Zellenwanden der bakteriellen Begleitflora der Algi- 
nate in herkommliche Algenextrakte gelangen. ErfindungsgemaBe 
Alginatlosungen ( Konzentration : 0,25%) besitzen einen Endoto- 
xingehalt von weniger als 14 , 5 Endotoxineinheiten pro Milli- 
liter Alginatlosung (MeJiverf ahren : quantitave Endotoxinbe- 
stimmung mit Limulus Amobozyten Lysat-Test). 

Erf indungsgemalie Alginate sind im Gegensatz zu her kommlichen 
Alginatextrakten biokompatibel , soweit dies durch die unten 
erlauterten XTT- und MTT-Tests und Versuche an BB/OK-Ratten 
gezeigt wird. 



Bevorzugte Anwendungen eines derartigen, hochgereinigten Al- 
ginats sind die Transplantationschirurgie, bei der lebende 
Zellen in einer Alginat kapsel eingeschlossen und ohne die 
Auslosung immunologischer Reaktionen im Korper eines Lebewe- 
sens implantiert werden. Das hochgereinigte Alginat kann auch 
in den Gebieten der Lebensmi ttel- oder Textiltechnik zur Er- 
hohung der Vertraglichkeit bestimmter Nahrungsmi ttel oder 
Stoffe eingesetzt werden. Es wird betont, dafl das oben erlau- 
terte erf indungsgemalie Verfahren auch zur Herstellung hochge- 
reinigten Alginats mit geringerem Molekulargewicht bis zu 
1000 kD geeignet ist. 



Weitere Vorteile und Einzelheiten der Erfindung werden im 
folgenden, insbesondere unter Bezug auf die beigefugten 
Figuren beschrieben. Es zeigen: 



Fig. 1 



eine Schnittansicht eines Dusenkopfes 
Herstellung von Alginatkapseln , 



zur 
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Fig. 2 



Fluoreszenzspektren zur Demonstration der 
Phenol f reiheit er f indungsgemafler Alginate , 



Fig. 3 



Fluoreszenzspektren zur Demonstration der 
Proteinf reiheit erfindungsgemafter Alginate , 



und 



Fig . 4 



Ergebnisse eines Lymphozy t ens timulat ions tests 
zur Demonstration der Immunogenf reiheit 
er f indungsgemaiier Alginate . 



Ausf uhrungsbei spiel e 

Im folgenden werden konkrete Ausgestaltungen der oben allge- 
mein erlauterten Ver f ahrensweise an Beispielen beschrieben. 
Dabei wird ohne Beschrankung auf die Reinigung bzw. Verwen- 
dung von Alginatmaterial auf der Basis von Braunalgen Bezug 
genommen. Anstelle von Braunalgen konnen allgemein alle algi- 
natenthaltenden Salzwasser- oder Siifiwasser-Algen verwendet 
werden. Die Reinigung von Alginatmaterial aus anderen Algen 
erfolgt in entsprechender Weise. 

Das Ausgangsmaterial umfaftt (1) frische Braunalgen, (2) ge- 
trocknete Braunalgen oder (3) kommer zielles Alginat. Als 
Frischmaterial (1) werden in der Natur oder in einem Kulti- 
vierungsraum oder Gewachshaus geerntete Braunalgen oder 
Braunalgenteile aus vorbestimmten Entwicklungsstadien des Le- 
benszyklus der Algen oder ent sprechendes in einem homogenen 
Bioreaktor kultiviertes Algenmaterial verwendet. Das Trocken- 
material (2) besteht aus getrockneten Braunalgen, die ent- 
sprechend diesen Alternativen gewonnen wurden. 
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Beispiel 1 

Beim ersten Beispiel wird auf 80 g trockene und anschliefiend 
wieder hydratisierte (gewasserte) Algen Bezug genommen. Bei 
kommerziellem Alginat, dessen Trockengewicht nur rund 1% des 
Frischgewichts ausmacht, wird entsprechend weniger Trockenge- 
wicht eingesetzt. Das trockene Material (z.B. Laminarales, 
Fucales) gemafl (2) oder (3) wird je nach Ausgangsmenge fur 
mehrere Stunden in warmem Leitungswasser gewassert. Dies kann 
beispielsweise bei Leitungswasser mit einer Temperatur von 
40°C mindestens 3 bis 4 Stunden dauern, wobei das Wasser 
mehrfach ausgetauscht wird oder fliefit. Bei Verwendung von 
kalterem Wasser muft die Wasserung entsprechend verlangert 
werden. Die Wasserung erfolgt vorzugsweise dadurch, dafi das 
Material in einem wasserdurchlassigen Behaltnis (z.B. wasser- 
durchlassiger Sack) in fliefiendes Leitungswasser gehangt 
wird. Bei Wasserung in stehendem Wasser wird das Material z. 
B. bei einem Ausgangs trockengewicht von rund 80 g getrockne- 
ter Algen (entsprechend 10% des Frischgewichts von rund 800 
g) in 3 bis 6 1 Wasser gewassert. Nach der Wasserung erfolgt 
die Verf ahrensweise fur alle drei genannten Arten von Aus- 
gangsmaterial (1) bis (3) analog. 

Das Material wird in rund 5.7 1 einer 25 mM EDTA-Losung (Aqua 
dest. bzw. demineralisiertes Wasser) suspendiert (bzw. im 
Falle von kommerziellem Alginat (3) gelost) . Die Einwirkung 
der Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) -Losung erfolgt minde- 
stens 10 Stunden. Die Einwirkungszeit kann verkiirzt werden, 
wenn die Suspension laufend geruhrt wird. Mit steigender Ein- 
wirkungszeit verbessert sich die Ausbeute an gereinigtem Al- 
ginat. Bei einer ungeriihrten Suspension kann beispielsweise 
eine Einwirkungszeit von mehreren Tagen vorgesehen sein. 
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Anschliefiend werden 5% Na 2 C0 3 und EDTA als Festsubstanzen un- 
ter Ruhren zugegeben. Die EDTA-Menge wird derart gewahlt, daft 
eine 50 mM-EDTA-L6sung gebildet wird. Die Suspension wird so- 
lange geruhrt, bis eine homogene ( f eindisperse ) Losung vor- 
liegt. Dieser Zustand ist insbesondere dann erreicht, wenn in 
der Losung nur noch wenige Zellbestandteile sichtbar sind. 
Anschliefiend werden rund 34 g Kieselgur unter Ruhren zuge- 
setzt und die Losung fur mindestens 2 Tage geruhrt. Es ist 
alternativ moglich, das Kieselgur zusammen mit Na 2 C0 3 und EDTA 
unter Ruhren zuzugeben. Es kann anwendungsabhangig (insbeson- 
dere in Abhangigkeit vom verwendeten Braunalgenmaterial ) vor- 
gesehen sein, zusatzlich Ionenaus tauschermaterial gleichzei- 
tig mit dem Kieselgur oder Elektrographi t zuzugeben. Es ist 
beispielsweise moglich, zusatzlich 34.2 g Amberlit als Ionen- 
austauscher zuzusetzen, das vorher einer Reinigung unterzogen 
worden ist. Diese Reinigung dient der Entfernung toxischer 
Substanzen und umfafit eine Wasserung in fliefiendem Wasser 
(Dauer rund 3 Stunden) . 

Nach der Kieselgurbehandlung wird das Volumen der Losung mit 
demineralisiertem Wasser auf 22.8 1 verdiinnt, urn die Viskosi- 
tat zu verringern. Die Verdtinnung wird allgemein derart ge- 
wahlt, daft die Losung anschliefiend filtrierbar ist. Der Was- 
serzusatz hangt somit insbesondere auch vom verwendeten 
Braunalgenmaterial ab . Nach der Verdiinnung und kurzzeitigem 
Durchruhren wird die Losung fur mindestens 10 Stunden stehen- 
gelassen, urn feste Bestandteile sedimentieren zu lassen. Die 
Standzeit kann auch im Bereich von Tagen liegen. Der Uber- 
stand wird abdekantiert und filtriert. Die Filtration erfolgt 
mehrstufig, wobei erst ein Tiefenfilter mit einer Porengrofte 
von 15 yim und anschliefiend ein Filter mit einer Porengrofte 
von 0.1 jam verwendet wird. 
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Anschlieftend folgt ein Salzzusatz zu dem Filtrat. Es wird der 
Zusatz von KC1 bevorzugt, wobei anwendungsabhangig auch ande- 
re, entsprechende Salze eingesetzt werden konnen. Es wird so- 
viel KC1 als Festsubstanz zugegeben, daft sich eine 0.13 M 
KCl-L6sung ergibt . 

AnschlieBend folgt eine Ethanol-Fallung . Die Menge des Etha- 
nolzusatzes hangt davon ab, wieviel Fucoidan sich im Material 
befindet. Bei der ersten Ethanolf allung sollte die Etha- 
nolendkonzentration bei Anwesenheit von Fucoidan nicht 40% 
iiberschreiten, da sonst das Fucoidan mit ausfallt. Beim ange- 
gebenen Beispiel werden rund 12 1 99%iger Ethanol zugesetzt, 
so daft die Endkonzentra tion des Ethanol in der Gesamt losung 
bei rund 34% liegt. Es kann auch vorgesehen sein, daft die 
Ethanolkonzentration in Abhangigkeit von der Art des Ausfal- 
lens des Alginats gewahlt wird. Durch Variation der Ethanol- 
konzentration kann erzielt werden, daft das Alginat fadenfor- 
mig oder wattef ormig ausfallt. Eine derartige Ausf allung wird 
nach Moglichkeit angestrebt, damit das Alginat auf schwimmt 
bzw. weiterverarbeitet werden kann, wie dies unten erlautert 
wird . 

Anstelle von Ethanol kann auch mindestens ein anderer Alkohol 
(z. B. Isopropanol) oder eine Fallungssaure zugegeben werden, 
wobei die Konzentration sich nach den genannten Kriterien 
richtet . 

Wahrend der Fallung erfolgt eine Durchstromung der Losung mit 
einem Treibgas (z.B. Luft). Das ausgefallte Alginat wird wah- 
rend der Fallung, d.h. im Entstehen, durch die eingeblasene 
Luft nach oben aufgetrieben und kann von der Losungsoberf la- 
che leicht mit einer geeigneten Einrichtung (z.B. Netz, Sieb, 
oder dgl . ) von der Losung abgehoben werden. Das ausgefallte 
Alginat kann auch ohne Treibgaszusatz durch Dekantieren oder 
Umriihren mit einer Riihreinrichtung, an der ausgefalltes Algi- 
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nat haften bleibt, gesammelt werden. Anschlieftend wird das 
gesammelte Alginat mit einer Filterpresse entwassert, um dem 
stark hygroskopischen Material zumindest teilweise Wasser zu 
ent Ziehen . 



Die bis hier realisierten Verfahrensschritte werden anwen- 
dungsabhangig ganz, teilweise oder teilweise unter modifi- 
zierten Bedingungen wiederholt. Danach wird eine Weiterverar 
beitung des gefallten Alginats wie folgt durchgef uhrt . 



Das gefallte Alginat wird in 11.4 1 und 0.5 M-KC1/10 mM-EDTA 
Losung aufgelost. Die Auf losung erfolgt unter Rtihren, bis ei 
ne homogene Losung vorliegt. Anschlieftend folgt eine zweite 
Fallung mit rund 10 1 einer 99%igen Ethanollosung unter 
Treibgaszuf uhrung . Unter diesen Bedingungen betragt die Alko 
holkonzentration in der Gesamtlosung rund 44%. Bei dieser 
zweiten Fallung kann eine hohere Alkohol- (bzw . Saure-)Kon- 
zentration gewahlt werden, da das Fucoidan (siehe oben) be- 
reits abgetrennt ist. Allerdings wird die Konzentration des 
Fallungsmittels wiederum so eingestellt, dafi die Bildung von 
faden- oder watteartigem Alginat gefordert wird. Bei nicht- 
optimaler Al koholkonzentration ist das Alginat gelatineartig 
und kann somit nicht flotiert werden ( Auf schwimmen unter 
Treibgaswirkung) . 



Anschlieftend wird das gefallte Alginat wieder durch eine Fil 
terpresse entwassert und mehrmals mit der 10-fachen Menge ei 
ner 70%igen Ethanollosung gewaschen. Anschlieftend wird das 
Material bei Raumtemperatur getrocknet. Die Trocknung kann 
anwendungsabhangig unter sterilen Bedingungen erfolgen. Es 
kann nach der Waschung mit Ethanol vorgesehen sein, das Mate 
rial mehrfach mit demineralisiertem Wasser zu waschen oder 
gegen demineralisiertes Wasser zu dialysieren, um Restspuren 
von Begleitstof f en zu entfernen. 
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Die Zahl der er f indungsgemafi durchgef uhrten Fallungen richtet' 
sich nach den Verunreinigungen bzw. den toxischen Beiproduk- 
ten im Ausgangsmaterial. 

Die Gewebevertraglichkeit des entsprechend dem Beispiel ge- 
wonnenen Alginats wird wie folgt gepriift. Es werden Implanta- 
tionsexperimente mit normoglykamischen (6.1 + 0.4 mM Plas- 
maglucose) , diabet isanf alligen BB/OK-Ratten (200 +25 Tage 
alt) durchgef iihrt . Diese Ratten besitzen eine erheblich hohe- 
re Empf indlichkeit gegen Verunreinigungen in Alginaten als 
die oben genannten Lewisratten. 

Ba 2+ -Alginatkapseln wurden aus dem hochgereinigten Alginat 
entsprechend der Ver f ahrensweise hergestellt, die in 
DE-OS 42 04 012 Al beschrieben ist. Die Alginatkapseln be- 
sitzen einen mittleren Durchmesser von 200 \im bis 400 pm. 
Die Implantation erfolgte unter die Nierenkapsel der BB/OK- 
Ratten. Die Empf angert iere blieben normoglykamisch und zeig- 
ten keinen Verlust an Korpergewicht . Nach drei Wochen wurden 
die Tiere getotet, die Nieren herausgenommen und in 
Bouin'scher Losung fixiert. Nach Einbettung in Paraffin folg- 
te die Preparation von 7 pm-Schnitten. Jeder 20. Schnitt von 
zwei unabhangigen Individuen wurde zur his tologischen Unter- 
suchung herangezogen . 



Das Ergebnis der Untersuchung fur verschiedene Proben im Ver- 
gleich mit Rohalginat ist in der folgenden Tabelle zusammen- 
gestellt : 



WO 00/09566 PCT/EP99/05867 

1 7 

Resultat fur zwei unabhangige Proben : 



Probe 




niSLOiogiscne 
Beurteilung 
(Fibrose) 


Endotoxingehalt 
einer 0, 25%igen Losung des 
Alginat s 


SI 


V159 


( + ) 


1 EU/ml 




V161 


+ 




S2 


V454 


0 


3, 5 EU/ml 


Rohalginat 


V12 


+ + + + 


> 1000 EU/ml 



(Legende : 

0: keine Reaktion, ( + ): sehr schwache Reaktion, +: schwache Reaktion, 
sehr starke Fibrose) 



Es zeigt sich, daft die Implantation mit er f indungsgemafiem Al- 
ginat keine oder nur eine sehr schwache Reaktion auslost, wo- 
hingegen bei Implantation mit kommerziell angebotenem Rohal- 
ginat eine sehr starke Fibrose auf tritt . 

Der Endotoxingehalt, der charakterist isch fur einen poten- 
tiellen Bakterienbef all ist, zeigt im Falle der hochgereinig- 
ten Alginate hervorragende, nahezu vernachlassigbare Werte, 
wohingegen der Vergleichswert des kommer ziellen Rohalginats 
rd. tausendfach grofier ist. 

Am erf indungsgemaft hergestellten, hochgereinigten Alginat 
wurde auch unter Anwendung der folgenden Testver f ahren fest- 
gestellt, daft keine Verunreinigungen von toxischen Substanzen 
gegeben ist. Die Test verf ahren umfassen insbesondere fluores- 
zenzspektroskopische Verfahren und Endotoxin- oder Mitogen- 
aktivitats-Essays, wie sie von G. Klock et al . in "Appl . 
Microbiol. Biotechnology" (Band 40, 1994, Seite 638 ff) und 
in "Biomaterials" (Band 18, 1997, Seite 707) beschrieben 
sind, NMR-spektroskopische Verfahren, die Bestimmung des an- 
tioxidativen Potentials des hochgereinigten Alginats durch 
Ermittlung der Reaktion auf Zugabe von HOC1 und uber die Be- 
stimmung der oxidativen Aktivitat neutrophiler Granolycyten 
unter Zuhilfenahme der Chemolumines zenz (siehe K. Arnold in 
"Abhandlungen der sachsischen Akademie der Wissenschaf ten zu 
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Leipzig", Band 58, 1997, Heft 5) und das Verfahren der "Free 
Flow Electrophoresis" wie es von U. Zimmermann et al. in 
"Electrophoresis" (Band 13, 1992, Seite 269) beschrieben ist. 
Eine toxische Verunreinigung wurde mit diesen Verfahren nicht 
bestimmt . 



Nach den in der oben genannten Publikation von G. Klock et 
al. (1997) angegebenen Verfahren wurde ferner das Verhaltnis 
von Mannuron- zu Guluronsaure mit Hilfe der sogenannten "Cir- 
cular Dichroismus-Spectroscopy" bzw. mit der IR-Spektroskopie 
ermittelt. Ferner wurde auch das Molekulargewicht uber die 
Bestimmung der Viskositat ermittelt. 



Die mit Ba 2+ vernetzten Kapseln aus Alginat besitzen eine her- 
vorragende Elastizitat, wie es mit Hilfe von Kompressionsmes- 
sungen nachgewiesen werden konnte . 



Beispiel 2 



Beim zweiten Beispiel wird auf 10 g trockene Algen Bezug ge- 
nommen . Bei grofteren Ausgangsmassen sind die im folgenden ge- 
gebenen quantitativen Groften entsprechend linear umzurechnen. 
Im Unterschied zu Beispiel 1 erfolgt die Alginatgewinnung 
bzw. -reinigung vorteilhaf terweise ohne eine Wasserung oder 
Quellung. Das trockene Ausgangsmaterial wird vielmehr unmit- 
telbar in eine EDTA-Losung gegeben. Die EDTA-Losung besitzt 
eine Konzentration im Bereich von rd. 10 bis 50 mM . Die Sus- 
pension wird 24 Stunden geruhrt und anschlieftend zur Entfer- 
nung von Festmaterial gesiebt. Ein weiterer Vorteil der beim 
zweiten Beispiel erlauterten Verf ahrensweise besteht darin, 
daft der EDTA-Verbrauch und auch der Alkoholeinsatz verringert 
wird. 



Es kann vorgesehen sein, daft der Suspension wahrend der EDTA- 
Behandlung zusatzlich Aktivkohle zugesetzt wird. Die Masse 
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der zugesetzten Aktivkohle betragt vorzugsweise etwa 10 bis 
200 % der eingewogenen Algentrockenmasse. 

Anschliefiend erfolgt unmittelbar ohne einen gesonderten Sedi- 
mentationsschritt eine Filtration der Suspension. Die Filtra- 
tion erfolgt zweistufig, wobei erst ein Vor- oder Tiefenfil- 
ter mit einer Porengrofte von 15 pm und anschlieBend ein Fil- 
ter mit einer Porengrofte von 0.2 urn verwendet wird. 

Nach einem Salzzusatz zu dem Filtrat wie bei Beispiel 1 
(z. B. Bildung einer 0.13 M KCl-Losung) folgen mehrere Etha- 
nol-Fallungen . Fur die erste Fallung wird 99%iger Ethanol 
(vergallt mit Aceton) zugesetzt, so dafl sich eine Endkonzen- 
tration des Ethanol in der Gesamtlosung von 37.5% ergibt. Das 
Fallungsprodukt wird auf gesammelt und in eine 0 . 5M KCl-Losung 
(ohne EDTA) gegeben. Das Volumen der KCl-Losung wird auf ein 
Drittel des Losungs volumens vor der Fallung eingestellt. 

Fur die zweite Fallung wird wiederum 99%iger Ethanol (ver- 
gallt mit Aceton) zugesetzt, so dafl sich hier eine Endkonzen- 
tration des Ethanol in der Gesamtlosung von 44% ergibt. Das 
Fallungsprodukt wird aufgesammelt und in bidestilliertes Was- 
ser mit einem Volumen entsprechend dem Volumen der KCl-Losung 
nach der ersten Fallung gegeben. 

Vor der dritten Fallung kann eine Dialyse des bei der zweiten 
Fallung gewonnenen Fallungsprodukts durchgefuhrt werden. Die 
Dialyse, die kein zwingendes Ver f ahrensmerkmal ist, erfolgt 
fur die Dauer von 3 Tagen mit 3 Wasserwechseln pro Tag. Fur 
die dritte Fallung wird wiederum 99%iger Ethanol (vergallt 
mit Aceton) zur Einstellung einer Endkonzentration des Etha- 
nol in der Gesamtlosung von 50% zugesetzt. Das Fallungspro- 
dukt wird aufgesammelt und getrocknet. 
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Im folgenden wird ein Beispiel zur Transplantationschirurgie, 
namlich die Mikrokapsulierung Langerhans 1 scher Inseln, be- 
schrieben . 

Isolierte Langerhans 1 sche Inseln wurden in einer Losung von 
0.9% NaCl und 0.5% des gereinigten Alginats suspendiert. Die- 
se Suspension wurde durch eine in Fig. 1 gezeigte Spruhduse 
10 fein zertropft. Die Duse. hat ein bewegliches inneres Hohl- 
rohr 20 (innere Duse) mit Luranschlufl (innerer Durchmesser 
350 pm bzw. 2 mm) , ein mittleres Hohlrohr 30 (mittlere Duse) 
mit einem Durchmesser von 1 mm bzw. 3.5 mm und einen auBeren 
Kanal 40, der in einem justierbaren Luf t f okussierkopf 50 mun- 
det. Diese Elemente wurden an einem Diisenkopf 60 montiert, an 
dem sich Druckluft- und LuranschluB befinden. 

Die Inselsuspension in Alginat wird durch den zentralen Du- 
senkanal gedruckt. Durch den umgebenden Kanal wird eine Lo- 
sung von 0.5 bis 2% des Alginats in 0.9% Kochsalzlosung 
appliziert. Bei den am Dusenausgang entstehenden Tropfen um- 
schlieflt auf diese Weise die aufiere Alginat losung (0.5 bis 
2%) die in der 0.5%igen Alginatlosung suspendierten Inseln. 
Durch den aufieren, dritten Kanal wird Druckluft zugefiihrt, 
welche die Tropfen von der Dusenoffnung abschert. Die Druck- 
luft wurde auf 30 bis 40 mbar (7 bis 8 1/min) eingestellt. 
Die Alginattropf en 70 wurden in 40 mL Vernet zerlosung mit 
20 mM BaCl 2 und 5 mM Histidin geliert. Die Vernet zerlosung ist 
mit NaCl auf eine physiologische Konzentration (290 mOsmol) 
eingestellt. Die Kapseln wurden dann dreimal entsprechend mit 
isotoner Kochsalzlosung gewaschen. 

Mit dem erfindungsgemaBen Alginat konnen allgemein Umhiillun- 
gen fur allogene und xenogene Gewebe, insbesondere endokrines 
Gewebe, hergestellt werden. 
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Weitere Charakterisierunq erfindungsgemaBen Aiginatmaterials 
1. Fluorimetrischer Phenolnachweis 

ErfindungsgemaBe Alginate enthalten keine storenden Verunrei- 
nigungen auf der Basis von Phenolen, Polyphenolen und anderen 
Phenolverbindungen . Diese Phenolf reiheit bedeutet, daft die 
genannten Verunreinigungen nicht oder in einem derart gerin- 
gen Gehalt in den Alginaten enthalten sind, daft Anwendungen 
in der Biologie und Medizin, insbesondere die obengenannten 
Anwendungen, nicht durch Iramunreaktionen oder dergleichen ge- 
stort werden. Die Phenolf reiheit wird mit einer f luorimetri- 
schen Analyse nachgewiesen, die von G. Skajk-Braek et al . (s. 
"Biotechnology and Bioengineering" , Bd. 33, 1989, S. 90 ff.) 
beschrieben worden ist. Die Fluoreszenzmessung wird mit einem 
Spektrometer LS50 ( Per kin-Elmer , Beaconsf ield) durchgef uhrt . 
Bei einer Anregungswellenlange von 366 nm ergeben sich die in 
Fig. 2 gezeigten Fluoreszenzspektren an Losungsproben wahrend 
der Reinigung gemaft Beispiel 2. Vor und nach der anfanglichen 
Filtration zeigt die Alginatlosung eine starke Fluoreszenz im 
Bereich zwischen 380 und 550 nm (obere Spektren) . Nach den 
Filtrations- und Fallungsschritten ist die Fluoreszenz erheb- 
lich vermindert. Die Konzentration der Endlosung betragt 
rd . 0,2-0,3%. Es verbleibt lediglich ein Fluores zenzmaximum 
bei 418 nm, was der Losungsmittelf luoreszenz entspricht. Im 
er f indungsgemaft gereinigten Alginat ist die Fluoreszenz der 
Phenole und Phenolverbindungen auf weniger als rd. 10% gegen- 
iiber der ungereinigten Alginatlosung reduziert. 



Fig. 2 zeigt, daft die Phenolgehalte im Laufe des erfindungs- 
gemaften Verfahrens drastisch abnehmen und daft das gereinigte 
Alginat eine Emission zeigt, die nur noch geringfugig uber 
den Werten hochreinen Wassers liegt. 
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2 . Fluorimetrischer Proteinnachweis 

Die Proteinf reiheit er f indungsgemafter Alginate wird wie bei 
der Analyse gemalb 1. f luorimetrisch nachgewiesen. Fig. 3 
zeigt, daft bei einer Anregungswellenlange von 270 nm vor der 
Reinigung eine starke Emission im Bereich von 300 bis 500 nm 
gemesen wird. Diese Emission fallt im Laufe der Reinigung auf 
einen Wert unterhalb von 20% der Fluoreszenz der ungereinig- 
ten Alginatlosung ab . Nach der letzten Fallung ist die Fluo- 
reszenz nicht mehr nachweisbar oder vernachlassigbar klein. 

3. Phenolnachweis nach Folin-Denis bzw. mit DMBA 

Der Folien-Denis-Nachweis farbt samtliche phenolhaltige Ver- 
bindungen. Er f indungsgemaft hergestellte Alginate zeigen bei 
diesem Nachweise keine Extinktion. Der Folin-Denis-Nachweis 
wird unter den folgenden Bedingungen durchgef iihrt : 

Die zu analysierende Alginatlosung (0,5 ml) wird mit 1 ml 
Methanol zur Extraktion versetzt. Die Probe wid nach intensi- 
vem Schiitteln fur ca. 8h in den Kiihlschrank gestellt. Das 
ausgefallene Alginat wird abzentrif ugier t , 10 pi des Uber- 
standes werden in 40 pi des Folin-Denis Reagenz (Fluka, 
Deisenhofen, Deutschland) , 80 pi 1 M Na 2 C0 3 und 120 pi H 2 0 
(Reihenfolge einhalten) gegeben. Nach intensivem Schiitteln 
erfolgt die Farbentwicklung im Wasserbad bei 50°C fur 30 min. 
Es folgt die Messung der optischen Dichte mit Hilfe eines 
Photometers bei einer Wellenlange von 650 nm (oder 
725 nm) . 

Auch beim Zusatz von Dimethoxybenzaldehyd (DMBA) zeigen die 
erf indungsgemafien Alginate keine photometrisch auswertbare 
Farbreaktion . Dieser Test wurde unter den folgenden Bedingun- 
gen ausgefiihrt: Die zu analysierende Alginatlosung (0,5 ml) 
wird mit 1 ml Methanol zur Extraktion versetzt- Die Probe 
wird nach intensivem Schiitteln fur ca. 8h in den Kuhlschrank 
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gestellt. Das ausgefallene Alginat wird abzentrif ugiert . An- 
schliefiend erfolgt die Zugabe von 10 jjl des Uberstandes in 
die DMBA Losung, die wie folgt hergestellt wurde : 2 g DMBA 
(Fluka, Deisenhofen, Deutschland) werden in 100 ml Eisessig 
gelost. 16 ml HC1 (37%) werden mit Eisessig auf 100 ml aufge- 
fullt. Beide Losungen sind kurz vor der Verwendung 1:1 zum 
Arbeitsreagenz zu mischen. 

Es folgt die Messung der optischen Dichte mit Hilfe eines 
Photometers bei einer Wellenlange von 490 nm (oder 510 nm) 
gegen eine Eichreihe Phloroglucinol (Sigma, Deisenhofen, 
Deutschland) . 

4 . Proteinnachweis nach Bradford 

Der Proteinnachweis nach Bradford (s. "Anal. Biochem. Bd. 
72, 1976, S. 248 ff.) basiert auf der Tatsache, da!3 der Farb- 
stoff Coomassie brilliant blue sehr spezifisch an Proteine 
anbindet, wodurch es zu einem Farbumschlag von rot nach blau 
kommt . Die Intensitat der Blaufarbung korreliert linear mit 
der Proteinmenge und kann photometrisch quantif iziert werden. 
Mit dieser Methode sind Proteine bis in den unteren ]jg- 
Bereich nachweisbar. Es wurden 10 \il einer 0,5%igen Alginat- 
losung untersucht. Als f arbstof f haltige Nachweissubs tanz wur- 
de das sogenannte Bradf ord-Reaganz (Hersteller Sigma, Stein- 
heim, Deutschland) der Alginatlosung zugesetzt. Nach einer 
Inkubationszeit von 10 Minuten wurde die Probenabsorption 
photometrisch bei 570 nm unter Verwendung eines "Thermomex 
Microplate Reader "-Gerates (Hersteller Molecular Devices, 
Manlow Park, USA) gemessen. In der erfindungsgemalien Alginat- 
losung wurden mit diesen Verfahren keine Proteine gefunden. 
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Die Biokompatibilitat der erf indungsgemafi gereinigten Algina- 
te kann mit den folgenden Tests gezeigt werden. Lebende Zel- 
len, wie Maus-Lymphozyten oder Fibroblasten werden fur einige 
Tage mit den Alginaten in Kultur gehalten. Weisen die Algina- 
te eine immunogene Wirkung auf, so werden die Zellen stimu- 
liert oder inhibiert (um den Effekt der Stimulation zu ver- 
deutlichen konnen zusatzliche Stimulanzien, z.B. LPS oder PHA 
in die Kultur gegeben werden) . Die bei Lymphozyten erhohte 
und bei Fibroplasten verminderte Stof f wechselaktivitat kann 
anhand der Umsetzung eines Farbstoffs (XTT oder MTT) durch 
mitochondrielle Dehydrogenasen visualisiert und photometrisch 
quantif iziert werden. Bei er f indungsgemaft gereinigten Algina- 
ten ist die Farbstoff umsetzung vernachlassigbar gering (s. 
Fig. 4), wohingegen bei kommer ziellen Alginaten eine starke 
Farbstoff umsetzung nachweisbar ist. Fig. 4 zeigt die Ergeb- 
nisse der Farbtests fur verschiedene LPS-Vors t imulierungen . 

Die Kultivierung der Zellen wurde unter den folgenden Bedin- 
gungen durchgef uhrt . Die Lymphozytenzellsuspension (1*10 6 Zel- 
len/ml in Complete Growth Medium) wird mit verschiedenen Kon- 
zentrationen an Lipopolysacchariden (LPS, Endkonzentration : 
■0,01 pg/ml) und Alginatlosung ( Endkonzenration : 0,05%) ver- 
setzt und 3 Tage bei 5% C0 2 und 37 °C kultiviert. Danach wird 
die Suspension mit einer Losung des Tetrazoliumsalzes (XTT 
oder MTT) und fur weitere 6h inkubiert. Es folgt die Messung 
der optischen Dichte bei 450 nm (Ref erenzmessung bei 650 nm) . 

6. Versuche in BB/OK-Ratten 

Wie oben bei Beispiel 1 beschrieben, kann die Biokompatbili- 
tat erf indungsgemafter Alginate auch durch in vivo-Tests an 
BB/OK-Ratten gezeigt werden, deren Immunsystem eine erhohte 
Makrophagenaktivitat auf weist . Erf indungsgemali gereinigtes 
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Alginate das entsprechend den oben beschriebenen Schritten 
kapself ormig in Ratten-Nieren implantiert worden ist, verur- 
sacht nach 3 Wochen Inkubations zeit keine Fibrosen. 



7 . Elektrorotation 

Die Biokompatbilitat der erf indungsgemafi gereinigten Alginate 
kann auch mit folgendem Test gezeigt werden. Lebende Zellen, 
wie Human-Lymphozyten oder Maus-Lymphozyten werden fur einige 
Tage mit Alginaten in Kultur gehalten. Weisen die Alginate 
eine immunogene Wirkung auf, reagieren die Zellen mit einer 
stark vergrofierten Membranoberf lache (Zunahme der Mikrovilli) 
(urn diesen Effekt zu verdeutlichen konnen zusatzliche Stimu- 
lanzien, z.B. LPS oder PHA in die Kultur gegeben werden). 
Eine solche Zunahme lafit sich uber eine Erhohung in der spe- 
zifischen Membrankapzitat C m ermitteln. Die Elektrorotation 
der Zellen unter Wirkung hochf requenter elektrischer Felder 
bietet eine Moglichkeit, diese Veranderungen der Lymphozyten- 
membran auf dem Einzelzellniveau nachzuweisen . Bei erfin- 
dungsgemali gereinigten Alginaten lafit sich keine Erhohung der 
spezifischen Membrankapazitat messen, wohingegen bei kommer- 
ziellen Alginaten eine Erhohung dieses Wertes nachweisbar 
ist . 



Die Messungen wurden unter folgenden Bedingungen ausgefuhrt. 
Die Lymphozytenzellsuspension (1*10 6 Zellen /ml in Complete 
Growth Medium) wird mit einer Alginatlosung (Endkonzen- 
tration: 0,05%) versetzt nd 3 Tage bei 5% C0 2 und 37°C kulti- 
viert. Danach wird die Suspension 2 x in isoosmolaler Inosi- 
tollosung (290 mOsm/kg) gewaschen, anschlieliend gut resuspen- 
diert. Bei verschiedenen Leit f ahigkeiten (10, 25, 40 jiS/cm), 
eingestellt mit HEPES-KOH, pH 7,2) erfolgt die Bestimmung der 
charakteristischen Frequenz (Maximum) der Antif eldrotation 
mittels der Kompensat ionsmethode . Mit Hilfe einer linearen 
Regression der mit dem Zellradius normierten charakteristi- 
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schen Frequenzen, aufgetragen gegen die externe Leitfahig- 
keit, kann man die elektrischen Parameter (Kapazitat und 
Leitf ahigkeit ) der Plasmamembran bestimmen. Die elektrischen 
Parameter der in Anwesenheit erfindungsgemafier Alginate kul- 
tivierten Zellen bleiben unverandert, wohingegen die mit 
kommerziellen Alginaten kultivierten Zellen eine Zunahme der 
Membrankapazitat urn 10 bis 50 % aufweisen. 

8. Zellgrofte und Zellzahl 

Die Biokompatibilitat der erf indungsgemafi gereinigten Algina- 
te kann auch mit folgendem Test gezeigt werden. Lebende Zel- 
len, wie Human-Lymphozyten oder Maus-Lymphozyten werden fur 
einige Tage mit Alginaten in Kultur gehalten. Weisen die Al- 
ginate eine immunogene Wirkung auf, so vergroflern sich die 
Zellen und es erhoht sich die Anzahl der Zellen (urn diesen 
Effekt zu verdeutlichen, konnen zusatzliche Stimulanzien, 
z.B. LPS oder PHA in die Kultur gegeben werden). Die Zell- 
grofte und die Zellzahl kann mit Hilfe des CASY1 Cell Analyzer 
(Model TTC, Scharfe Technology, Reutlingen, Deutschland) , der 
nach dem Coulter Prinzip arbeitet, ermittelt werden. Ein sol- 
ches Gerat erlaubt die schnelle, genaue Erfassung (Grofte, 
GroBenverteilung und Zellzahl) mehrerer tausend Zellen pro 
Messung. Bei erf indungsgemafi gereinigten Alginaten laftt sich 
keine signifikante Zellvergrofrerung und Erhohung der Zellzahl 
nach Inkubation messen, wohingegen bei kommerziellen Algina- 
ten eine deutliche Zellvergrofterung (rd. 50 %) und eine er- 
hohte Zellzahl (35 bis 50 %) nachweisbar ist. 

Die Messungen wurden unter folgenden Bedingungen durchge- 
f uhrt . Die Lymphozytensuspension (1*10 6 Zellen/ml in Complete 
Growth Medium) wird mit einer Alginatlosung (Endkonzen- 
tration: 0,05%) versetzt und 3 Tage bei 5% C0 2 und 37°C kulti- 
viert. Danach wird ein abzentrif ugiertes und in Inosit (oder 
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PBS) aufgenommenes Aliquot (100 jal) der gut resuspendierten 
Lymphozytensuspension 2 x in isoosmolaler Inositollosung 
(290 mOsm/kg) gewaschen unci in 10 ml PBS (phosphatgepuf f erte 
Saline) auf genoramen und sofot im CASY1 gemessen. Aus den 
CASY-Histogrammen kann der Anteil der groften, stimulierten 
Zellen an der Gesamtpopulation berechnet werden. 
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P ATENTANS PRUCHE 

1. Verfahren zur Gewinnung einer hochgereinigten Alginatzu- 
samensetzung, mit den Schritten: 

- Extrahieren von Algenmaterial Oder Rohalginat in einer 
Losung mit einem Kompiexbildner , 

- Filtern der Losung, 

- Ausfallen von Alginat aus der Losung, und 

- Sammeln des gefallten Alginats. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, bei dem zum Extrahieren als 
Kompiexbildner Ethylendiamentetraessigsaure verwendet wird . 

3. Verfahren gemafi Anspruch 1, bei dem das Extrahieren in 
einer Sodalosung erfolgt. 

4. Verfahren gemafi Anspruch 2 oder 3, bei dem zum Extrahieren 
der Losung Aktivkohle zugesetzt wird. 

5. Verfahren gemaft einem der vorhergehenden Anspriiche, bei dem 
vor dem Filtern der Losung ein Sedimentieren von Zellbestand 
teilen und Partikeln mit einem porosen Bindemittel aus der 
Losung erfolgt. 

6. Verfahren gemafi Anspruch 5, bei dem das Sedimentieren mit 
einem porosen Granulat auf der Basis von Kieselgur, Zellulose 
oder Recycling-Materialien aus nachwachsenden Rohstoffen er- 
folgt. 

7. Verfahren gemaft einem der vorhergehenden Anspriiche, bei dem 
das Filtern mit Tief enf il tern jeweils abnehmender Porengrofie 
erfolgt . 
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8. Verfahren gemafi einem der vorhergehenden Anspruche, bei dem 
das Ausf alien von Alginat mit Ethanol erfolgt. 

9. Verfahren gemafi. Anspruch 6, bei dem der Ethanolgehalt im 
Bereich von 10-50 % gewahlt ist. 

10. Verfahren gemafi einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem das Sammeln des ausgefallten Alginats durch Aufschaumen 
aus der Losung, durch Dekantieren der Losung oder durch Ruh- 
ren der Losung mit einer Ruhr- und Sammeleinrichtung erfolgt. 

11. Verfahren gemafi einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem das Entwassern des Alginats bei Raumtemperatur erfolgt. 

12. Verfahren gemafi einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem nach dem Entwassern das Extrahieren, Filtern, Fallen und 
Entwassern mindestens einmal wiederholt wird. 

13. Verfahren gemafi einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem als Algenmaterial in der Natur vorkommende Algenf rischma- 
terial oder in einem Bioreaktor bzw. Tankanlage kultiviertes 
Algenf rischmaterial oder Algenmaterial aus fusionierten oder 
regenerierten Algenzellen oder kommerzielles Alginat verwendet 
wird . 

14. Verfahren gemafi einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem als Algenmaterial bestimmte Organ- oder Gewebeteile von 
Algen oder Algenteile bzw. bestimmte Organ- oder Gewebeteile 
von Algen oder Algenteilen aus bestimmten Stadien des Entwick- 
lungszyklus von Algen verwendet werden. 

15. Verfahren gemafi einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem als Algenmaterial Braunalgen oder andere alginatproduzie- 
rende Sufiwasser- oder Salzwasseralgen verwendet werden. 
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16. Alginatzusammensetzung, die als Mischpolymer aus Mannu- 
ronsaure und Guluronsaure besteht, 

dadurch gekennzeichnet, dafi im Mischpolymer ein Verhaltnis von 
Mannuronsaure zu Guluronsaure im Bereich von 1% bis 90% gege- 
gen ist und das mittlere Molekulargewicht des Mischpolymers 
grofter als 250 kD ist. 

17. Alginatzusammensetzung, die in wassriger Losung mit einer 
0.1%-igen Konzentration eine Viskositat im Bereich von 10 bis 
15 mPa • s besitzt. 



18. Alginatzusammensetzung, die in wassriger Losung mit einer 
0.5%-igen Konzentration eine Viskositat von 250 bis 300 
mPa • s besitzt. 



19. Alginatzusammensetzung, die in wassriger Losung bei Be- 
leuchtung mit einer Anregungswellenlange von 366 mm im Spek- 
tralbereich von 380 bis 550 nm keine Fluoreszenzemission 
zeigt . 

20. Alginatzusammensetzung, die bei Farbtests mit der Folin- 
Denis-Reagenz oder mit Dimethoxybenzaldehyd keine Einfarbung 
zeigt . 

21. Alginatzusammensetzung, die in wassriger Losung bei Be- 
leuchtung mit einer Anregungswellenlange von 270 nm im Spek- 
tralbereich von 300 bis 500 nm keine Fluoreszenzemission 
zeigt . 



22. Alginatzusammensetzung, die keine mit dem photometrischen 
Proteinnachweis nach Bradford nachweisbaren Proteine enthalt . 



23. Alginatzusammensetzung, die bei 
von BB/OK-Ratten keine signifikante 
auslost . 



Implantation in die Nieren 
immunologische Reaktion 
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24. Alginatzusammensetzung, die nach Anwendung des XTT/MTT- 
Tests, oder der Zellrotationsmethode, oder einer elektrischen 
Zellzahl- und Zellgrofienbestimmung zu keiner nachweisbaren 
Lymphozytenaktivierung f uhrt . 

25. Alginatzusammensetzung gemaft einem der Anspruche 16 bis 
24, die nach einem der Verfahren gemafi einem der Anspruche 1 
bis 15 hergestellt ist. 

26. Verwendung einer Alginatzusammensetzung gemafi einem der 
Anspruche 16 bis 25 zur Herstellung von Alginatkapseln oder 
-umhullungen fur die Transplantationschirurgie und fur andere 
medizinische Anwendungen und fur die Lebensmittelindustrie . 

27. Verwendung einer Alginatzusammensetzung gemali einem der 
Anspruche 16 bis 25 zur Herstellung von Alginatkapseln oder 
-umhullungen fur allogene und xenogene Gewebe. 

28. Verwendung einer Alginatzusammensetzung gemaii einem der 
Anspruche 16 bis 25 zur Herstellung von Alginatkapseln oder 
-umhullungen fur Langerhans'sche Inseln, Nebenschilddriisenge- 
webe, endokrines Gewebe oder dopamin-sezernierende Zellen. 
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